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Résumé 
Les auteurs proposent une methode pour extraire, çiunfier EH 
doser les inosilols phospl1ates (IP3 a IPà Ceux-c, sont purifies par 
chromatographie éct1angeuse d"anions. p,1is dosés par 
chromatographie en p11ase liquide a haute performance. par 
appariement d'ions sur colonne RP C18. 
Les phylates sont dosés par cette métllode dans deux farines 
à base de graines de cotonnier d'origines différentes et dans un 
échantillon de son. 
L"ana1yse révele ;:;ys1ématiquemen: fa présence d'JP5 dam; les 
ecl1anHo'ls .::Je fa 0 ine tde c-,ton ou de sen) '3t monire L.rie grande 
diffârenc& d0 teneur en ,nositols 0hosp:1ates .gn; 0 e les de1..x lames 
de colon étud•ees. La :ec:1no1ogie emçloyee p,)1..ar produire la 
farne de cQto:1. ainsi que la varielé des gra.nes de cotonnier 
traitees doivent avoir une forre inclde'lce suf la te'leur en pnylates 
des far:nes 
MOTS-CLES: coton. son. farines. dosages. phytates. inosrtols pllosphates, chromatographie en phase liquide. 
Introduction 
L · acide phytique esc un constituant de la plup.m des 
graines de céréaks et de quelques fruits et légume,; 
rOBERLEAS. 1973J. Dans les graine~. il est souvent 
prèsenc sous fonne de phytine ! un sd .:k calcium et de 
magnésium der acide phytique let représente 60 à 90 cè du 
phosphore total (LOL AS et MAR KAKIS. 1 CJ75 L 
Bien qu'ils ne soient pas to'\.iques, les phy tates p0ss~-
dent Jes inconvénients nutritiünnels largemtnt demon-
très. 
Une quantité ex.œssive d'acide phytique dans un ré-
gime alimencaire peut donner des effets négatifs sur b 
balanœ minèralè, Il forme des complexes ins0lublè, a1:ec 
les ions cuivreux, zinc. ferrique ec cakium au pH physi0-
logiqœ tGRAF. l 9S6: NO LAN er cû .. 1987 i et réduit Je 
ce fait h1 biodi-.ponibilité de œs minàaux. 
Au pH 6, qui estapproximativement le pH du duodénum 
où se réalise la plus importante absorpci0n dès ions divalents, 
on observe le maximum de précipitation Je phywte Je zi ne 
ou de phytak mixte: de zinc et de calcium i0BERLEAS, 
1973). 
De même. !"acide phytique donœ, avec b protéine~. 
des interactions de 1ype ù)nique e:t entraîne une diminution 
de leur solubilité. 
Selon \VOZENSKI et WOODBURN 11Y75i. b te-
neurs en acide ph),tiqœ d"une farine- Je coton glanded. 
J"une farine; glandles-s d d'une- farine obttnue pardassifi-
Ciltion à air sont re~p1::Cti\ement 2.% C-::. 4.29 '·ê et 3 . .15 C::. 
D;m" la perspective J"utilber des farines de graines Je 
cotonnier Jans des :.zlimenr~ hyperprotJînés destinés à 
l'a.li mèntJtion de jeune,; enfants. nûus nüus somme~ atta-
chés à réJuire la teneur en acide phytique de~ farînes de 
coton par un pr.xédé ënzynutique, 
En parallé!e aux travaux portant sur ta sélection d'une 
levurè à haute ac ci ~ité phytasique I LA;>..1BRECHTS. l 989 l 
et sur l "étuJe du prnce~su~ Je fècrmentation réalisés par 
l'ENS.·\ ;1 rvlontpellier. nou,; avons dé\eloppe uœ mé-
thode de dûsagè de~ inositoh phosphates par 
chrnmawgrnphie en ph;1se liquide à haute performance 
1 C.LH. P.; afin de püm.oir suivœ toutes le,; étapes du 
procédé enzymatique, 
Pour dosa J"aôde phy tique. on di~tingue trois grands 
types Je methodec;: le~ méth(,des gravimétriques directes. 
\olumetriques indirectes et la C.L.H.P. après une étape de 
puritïc:ition sur cülonne échangeu,;e d'anions. 
Li:: principtode i.'.è'- tc:drnique,; e~t le sui, ant. Le,; ph_;c tatè~ 
sont e'<trait, soit par une solution ;icide I chlorhydrique ou 
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trichloracétique). soit par hydroly;;e errzymattque 
(TJPPSTROM et SVENSSON. 19801. 
Les méthodes gravimétriques et volumétriques repo-
~~nt sur la propriété des phytate5 à former un complexe 
stable et insoluble avec l'ion ferrique en solution à pH 
acide. On considère alors que la seule source de phosphore 
o::st l'acide phytique. 
Dans la méthode gravimétrique directe, te précipite de 
phytare ferrique e':it recueilli afin d · en déterminer la teneur 
en phosphore ou en inositol. après séchage et hydrolyse 
iBAGHERI. 19821. 
La méthode volumétrique indirecte est réalisée en ajou-
tant un excès connu de solution de chlorure ferrique à une 
solution contenant des phytates. La concentration en ions 
ferriques. non précipit~s par les phytates, est déterminèe 
par dosage colorimétrique (LAITA et ES KIN. l 980 ; 
HOLT, 1955i. 
Pour con vc:rtir la. teneur en fe, ou en phosphore en acide 
phyttque. on milise le raprort de conversion suivant : Fe : 
P . .i · 6. En dfet. les 12 atomes d'hydrogène de l'acide 
phyrique peuvt'!nt theoriquement ètre œmplacès par .:i, ions 
fariques I OBERLEAS et HARL\.1"JD, 1986 i. 
Lea méthodes indirectes sont génèralement plus 
reproductiblès que la titration directe del 'acide phytiqœ. 
mais sont sujettes à des erreurs quand la teneur en acide 
phytique est faîble. Selon SAr-.10TUS et SCH\VIlvUvŒR 
i 1962 J, in OBERLEAS d 97 l ), la présence de substances 
réductrices dans l"échantillon dosé. comme l'acide 
ascorbique et les acides chlorogéniques qui réduisent l'ion 
ferrique en ion forreux, conduit à une surëvaluatiou des 
résultats obtenus avec la méthode volumétrique indirecte. 
Cet inconvénient peut ètre snpprimé en ajoutant une goutte 
d'eau o~ygènie à 30 % dans le mélange réactionnel. 
En autre inconvénient majeur dç ces méthodes e5t que 
ct· autres composés contenant du phosphore sont précipités 
en m~me temps quel 'acide phytique. DE BOLAND et al. 
i l 9 7 5 1 momrent que tous les i.nosito ls phosphates lP l à lP6 
fonnent un complexe ferrique insoluble. mais que le., 
mono. di ec tri phosphates ne précipitent pas de manière 
quantitative. 
Pour déterminer la teneur en inositoh phosphates inter-
médiaires dP~ àIP5 1, on doit faire appel à des tedmiques 
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chromatographiques par échange d'ani{ms ou en phm;e 
liquide à haute pertorrnance cC.L.I-LP.L 
Les premières application5 de la C.L.H.P. pour doser 
1 · acide phytique iT ANGENDJ AJA et al.. 1980; CAlvIIRE 
et CL '{DESDALE. 1982 : GRAF et DINTZIS. 1982 : 
KNUCKLES et al.. [ 9821 sont pratiquées en phase inverse 
sur colonne RP Cl8. La détection est réalisèe par 
rèfractomt!:trie. LEE et ABENDROTH l 1983). 
SANDBERG et AHDERINNE ! 1986i et SANDBERG et 
al. c 19871 dosent l'acide phytique IP6 et les inositoh 
phosphatej IP 5, [P .i et IP3 par appariement d'ions en phase 
inverse. Les monophosphate,; myo-inositols c;ont détermi-
m:is parC.LH.P, mais pas le<; i.nositols 2~5 phosphates. Ces 
composés ~ont habituellement séparés par chromatographie 
,:;ur papier i SEQŒ et aL l 9661 d par chromatographie 
i§changeuse Jïons ŒARTLETL 1982 L 
La méthode que nous avons utilisee pour analyser les 
inositols pho5phates ëst une adaptation de celle décrite par 
5 . .\1'.TDBERG et AHDERINNE {1986L Elle consiste en 
une séparation des tri., tétra, penta et hexaphosphates 
appariés à des ions tetraburylammonium par 
chromatogr:iphie en phase liquide, en phase inverse. sur 
colonne RP C 18. après purification sur colonne échangeuse 
d'anions. 
Les modifications apportées à la méthode décrite par 
SA'.'JDBERG et AHDERINNEi 1986 i sont les suivantes. 
Nous avons ,:;upprimé r étape de congèlation del' extrait 
de phyrntes I une nuit1 que SANDBERG et AHDER.NNE 
i l 986 i prevûient avant la centrifugation car nous avons 
constaté qu · uœ certaine proportion de phytates peut pré-
cipiter à froid. 
La chromatographie échangeuse d'anions effectuée 
pour purifie~ les inositols phosphates est rèalisèe en éluant 
les phytates par 7 foh ..J. ml d'acide chlorhydrique 2 N 
( extraction proche de l 00 % 1 au lieu de 5 fois .J, ml d · acide 
chlorhydriqœ 2 N ,extraction proche de 99 %J. 
Nous ne saturons pas \a phase 5tationnaire de la colonne 
RP Cl 8 par plusieurs injections d'une solution de phytate 
de sodium 5 µM/mL Nous incluons directement le phytate 
dt! sodium dans la phase mobile pour atteindre une conœn-
tration de li) fûvL 
Nous thermostatons la colonne à-lOT et appliquons un 
débit de p\u;e mobile de l ml/min au lieu de 0,4 ml/min. 
lVlatériels et méthodes 
Matériels 
le phytate de sodium utilisé comme étalon provient de 
chez S[GivIA irétërenœ P 3168}. 
Les êchantillons analysés sont les suivants: 
- farine de graine5 de cotonnier glandle,:;s délipid.§e par 
excraction directe à l'hexane !GERDOC Pessac1: 
- farine de graines de cotonnier sans gossypol obtenue 
par un procédé d"extru~ion suivi d'une dèlipidation à 
l'hexane /usine TRITURAF, Cote-d'Ivoire!: 
- farine de son procurée par l'ENSA iMontpellien. 
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La purification Jes phyruces esr réalisée par 
chromatographie échangeuse d'anions sur résine Ex.tra 
Sep. Sax. 500 mg/2.8 ml ffouzard et Matignon•. 
L · appareil Je; chromatographie èn phasè liquide à haute 
performanec e-;t compose: J · une v,rnnc:: d'injection 
Rhéodyne. d'une pompe w~1k:rs modèle 510. d'une co-
lonne RP Ci 8 ivkrc k dont la rai lie: des panicules est ég~1k 
à 5 µm r 25 cm x 0.46 cnu thermostatee à 4ù.'C et d'un 
réfractomètre \Vaters modèle R ..io L 
Méthodes 
Extraction des phytates 
Une prhe d'essai de farine I ü.5 g lest agitee en présence 
de 20 ml d'acide chlorhydrique 0.5 ~( durant 3 heures. à 
température ambiame. Le mébnge est centrifugé à 15 000 
tours/min durant 15 min. Du liquide surnageant li) ml sont 
prdevés. placés dans un hallon rond de 250 ml et e1<1poré:; 
à sec. sous vide. à ime tempérarure œ dépùssam pa:1 ..io 'C, 
Purification sur résine échangeuse d'ions 
L 'extraitsecobwnu e.,trepri,; par 15 ml. puis IO ml. pui~ 
5 ml d'acide chlorhydrique û.025 N. er charge au fur et il 
mesure sur la résine échangeuse d" anions. Le débit d 'dut ion 
êSt maintènu à 15 gouttes/min au rrwyen d'une pompe 
péristaltique. L · dua.t n ·est pas conservé. Les phytares sont 
élués ensuite p;.ir 7 fois -1- ml d"acidè chlorhydrique 
2,0 :'J dans un ballon rond de 25ü ml axec un débit de 
L5 goutte5/min. La résine èSt réalimentéè en acide: Jèj 
qu ïl ne re5te plus de liquide à SJ. surface. L · ensemble: Jes 
fractions d'élution e,;r évaporé à sec. soŒ vîde. à une 
tèmpérature ne dépassanr pns -+O'C 
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Chromatographie en phase liquide à haute performance 
La phase mobilë est prép.1rée de b manii;re ~uivante : 
15 mld' une solution d'hydroxyde de tétrabutylammonium 
à -H) c;_. dans l'eau et l ml d'une solution de phytare de 
südium IO mM sonr ajourés a un litre d'une ;oluti1..1n 
consrituée de 56 ci: de méthanol et de: -1-..i C:: ct· acide 
formique 0,05 '.\-1. Le pH Je: la phase mobile est ajusté à-U 
avec dè l" acide sulfurique 9 1':. 
Le débit de b phast mobile i:st de 1 ml/min. 
Pour ~tre analyse. l"extr:.:iit SèC i~~u Je l'ét:i.pe de 
puritïcation sur resinè echangèuse d'ion,, est œpris par 
2 ml de pluse mobilè s~ms phyrate, Le liquide est ensuite 
filtri. sur membrane dt ü.25 ~tm èt injecté dans lè système 
c hrom:1tographique. 
l'.n h,lonn;ige ex:terne est réalise en my,~ctant des 
solutions de: phyratè de sodium Je concentr,uion crois-
sante. 
Expre»ion des résultats 
'.'fous avons utilisé les facleurs de correction qui tien-
nent compte de la réponse du détecteur pour les inositols 
pho-;ph;.ues Jonn<!~ par SA.\JDBERG et AHDERlNNE 
, 1986 i. Ces deux. facreurs ont été c~1lculés en déterminant 
la teneur en ino,itol èt en phosphore des fraêtions de la 
ph:1sè mobile cüntwam les inositob phosphates : ces 
fractions sont recueillies en sorrlé! de colonne RP C 18 
(CLHPL 
Le facteur de correction esr égal à L 1 pour le 
pentaphosphoinositol I IP 5 t. à l .5 pour le tetraphosphoino-
sitol I IP .J 1 et à 2.-1 pour le triphosphoinositol ( œ, l. 
Résultats et discussion 
Etalonnage 
Dans les conditiüns e•,périmentalè~ décrite5 ci-dessus. 
lè phytace de ,;otlium son au bourde I0,9 min I fig. ! >. 
La droite d'étalonnage qui donne la surface Ju pic 
correspondant au phytate de sodium en fonction de sa 
concentration dans la solution injectéé! passe par zéro. Son 
coefficient directeur e5t égal à 19 53~A r fig. 31. 
Optimisation de la purification des inositols phospha· 
tes par chromatographie échangeuse d·ions 
A partir d'une solution de phyrare de sodium 5 mi\L 
15 ml sont prélevés. passés sur uœ résine éclungeuse 
d'anions E:ma Sep. Sax. 500 mg/2.8 ml. Le débit Je 
passage '.t travers 1a colonne est maintenu à 15 gouttes/min 
au moyen d'une pompe péristaltique. Le do~age des phytates 
est réalisé sur le premier duat. évacué dur:mt b fixation 
des phytates sur b résine. et sur chaque fractiün d'élution 
Je5 phytares par l'.:icide chlorhydrique 2 N, 
La totalité des phymtes sont retenus sur la résine au 
cour~ de l"étapè d"adsorptîon aabL ! 1. En âfet. on ne 
détecte pas de rhytate d~rns le premîer du;lt. Les phytates 
sont en.suite toralemem élue, par 7 fois. -1 ml d'acide 
chlorhydrique 2 N à la suite de l'.rngmentatiün de la force 
ionique, 
La même étude r,falisée avec un d~bic d'dution de 
30 gounes/min momre 4ue lO fractions d"élution de ..J. ml 
d'acide .::hlorhydrique 2 N sont néces~aire~ pour éluer la 
touliti des phytares. 
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Dosage du phytate de sodium par C.LH.P. tadaptalion de la méthode de SANDBERG et AHDERINNE. 1986°1 
Sodium phytate qruwtitative cmaly~ÎS by H.P.L.C. (adaptation of the SA.NDBERG and AHDERINNE metlwd, 1986;. 
Figure 2 
Chromatogramme d "un mélange d 'iuosito]s phosphates dosés par C.L H.P. i adaptation de la méthode de SAND BERG 
et AHDERINf\TE, 1986!. 
Cliromatogram of an inasitoi phosphate mixture ajkr quantitatfre analysis by li.P.l.C. (adaptation o._fthc SA.NDBERG 
m1d HfDERl:VNE metlwd, 1986). 
figure 3 
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Co'lce'ltrat on <3'1 phytates ;m!'m 
Drnite d'étalmmage pornr le dos:31ge du phytate de s:odium par C.L.H.P. iadaptation de la méthode de SANOBERG 
ei: AH.DERINNE, 1986\ 
CaUbration cun:e fos .mtl.ium phytau aualy;;is by H.P.l.C. ,adapfatiml of tlu: S,-LVDBERG c1nd A.HDERINNE mcthod, 
Ni:161. 
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TABLEAU l 
Optimisation de la dll'omatographîe échangeuse d'ions pour la purification des phytates. 
Optimi::.ation of üm excha11ge chromatograplty for phytarc purification. 
Fraction J'dmion 
Eluar précurseur 
t adsorption des phytatè'i 1 
Première Î .t ml1 
Deu:dème 14 ml) 
Troisième r .+ ml f 
Quatrième 1-I ml 1 
Cinquième 14 ml1 
Sixième 14 ml, 
Septièmt'! 1.+ mil 
Huitième d ml l 
Evaluation de la séparation des inositols phosphates 
par le calcul des facteurs de capacité 
Un mélange d'inositols phosphat6 est préparé, il partir 
de phytaœ de sodium. par hydrolyse chimique de la ma-
nière suivante. Cent millilitres d'une solution de phyrne 
de sodium 5 m.'.vl dans de l'acide chlorhydrique û.5 M sonr 
chauffés à reflux. Des prélèvements de 10 ml sont effec-
tués au bout de -l-h J(} et de 7h 00 : ils sont évaporés à sec. 
pub repris par lO ml d'eau, avant d·êtœ analysé,; par 
C.L.H.P. La figure 2 montre un chromatogranune obtenu 
après avoir injecté k mélange prélevé au bout de --1-h 30 
d'incubation. 
La séle.::tivité de la colonne et les facteurs de capacité 
pour les inositols phosphates 1IP3• IP,.. [P5 et IP,;l sont les 
suivants. 
Temps de rétention : 
IP3 • ..J.,26 min k'= l.13 
IP •. 5,8..J. min 
[P5• 7.79 min 
k'= L.92 
k':=; 2,89 
k'= -L48 
La sélectivité, en moyenne ég~1le à l.58. montre une 
bonne séparation de ces composés. 
Dosage des phytates dans une farine de coton 
Le tableau 2 rassemble les résultats obtenus pour une 
farine de coton ddipidée par extracLion direcce à l' hexane 
(GERDOC. PessacL 
L'analyse de la farine de coton révèk systématiquement 
la présence d'IP5. à un taux.avobin.1nt le,; 12 cc de la totaliré 
des inositols phosphates. 
Surface du pic Ph yt;1te elué 1 '7è 1 
1'.on detecté 0 
.l)l,5 ü64 62.77 
171 507 22.(9 
71 789 9.30 
35 1)00 4,S-~ 
7 675 0.94 
1 732 0.22 
traœs 
trace,; 
Ces résultats montrent un raux de phyrares supérieur à 
celui auqud on pouvait s'attendre d'après la littùature. En 
effet les pourcentages en phytare;; annoncés par plusieurs 
auteurs. pour les dérivés de;; graiœs de cotonnier. sont 
plus proches de 5 °è que de 8 0: ( WOZENSKI et 
WOODBCRN. 1975i. Par ailleurs. nous avons analysé 
une farine de coton produite p1l!' 1 • extrusion d'amandes de 
graines san.,; go;;sypnl suivie d'une délipidation avec de 
l'heune !usine TRITURAF. Cote-d'hüire). Nofü arnns 
déterminé que la teneur en acide phytique dP0 J de cette 
farine. prbi:: J. 0 c<c d'humidité. est égale à--1-.S 1 cr. et que 
celli:: en inosiwls pentapho~phates dP5 ) repré;ente \ A,2 0:. 
Cette .-aleur est plus en J.œord av'2:c celle annoncée par 
\VOZENSK1 et WOODBURN ( 1975i pour une farine 
sans gossypol i--1-.29 c;; l. La teclmologie employée pour 
produire la farine dt: coton.ainsi que la variété de cotonnier 
dont ;;om is .. ues les graines pourraient avoir une grande 
importance sur la teneur en phytates des farines. 
Pour tesrer la méthode de dosagt.: nous avons, dans un 
premier temps. analysé la même farine de coton (produite 
par extraction directe à l 'ht:xane \ après y avoir ajouté une 
quantité connue de phytate de ;;odium. Les résultats sont 
donnés dans le tableau 3. 
Ces résultats montrent què la totalité des phytates 
rajüutés est dosée corre..:tement. 
Dan~ un se..:ond temps. nous avons ,rnalysé un échan-
tillon de son dont la teneur en phytate est estimù à--1-.55 Cé 
plu,; ou moins l .03 ~è. Pour cela. en raison de sa teneur 
importance en amidon, nous avons été contraints de centri-
fuger \'éduntillon avant de le passer sur la résine 
é..:hangeuse d'ions. L'anàlyse par CLHP révèle 3A2 c;,, 
d'IP6 et 0.90 •;-;; J"IPj dans l'échantillon Je son analysé. 
Ces résultats sont donc du même ürdre que ceux 
escomptés. 
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TABLEAU 2 
Teneur en inositols phosphates d'une farine de cotonnier sans gossypol produite par 
extraction directe à l'hexane. Les résultats se rapportent à la matière fraîche. 
bwsitol phosphate content of a gœ:sypol·free cottonseed flour produced by direct extraction 
with hcxane. The results are expresr;ed in relation to fresh matter, 
Réfürenœ de l'analyse IP. 1c-c1 W, 
' (facteur= l, 1 i 1 °"':: i 
Août 1991 1.18 8.11 
Septembre l 991 : nQ 1 0.91 7,46 
Septembre i 991 : n° 2 0.92 7.9: 
Septembre !991 : ne 3 0.36 7,30 
Moyenne G.97 7.82 
TABLEAU 3 
Dosage des phyta.tes dans une farine de coton après y avoir ajouté une quantité connue 
de phytate de sodium. 
Quantitatfre a11alysis of phytates in a cottonseed flour after adding a k11ow11 quantity of 
sodium phytate. 
F::.rine de coton Farine + 1.-i C:: de 
phytate de sodium 
(résultat th~orique l 
Farine "- 1 A C:; de 
phytate de sodium 
1 résultat expêrimental i 
9.9-! 9.91 
Conclusion 
Le dosage des inositols tri, tetra, penta et hexaphosphates 
est riafüable avec la méthode de SANDBERG et 
AHDERI:-JNE ( 1986) telle que nous la modifions. La 
séparation de ces composés est bien rèafüée avec une 
durée d'analysè qui ne dépasse pas !2 rrùn. 
Toutefois. la forte teneur en phytates détectée dans la 
farine de coton délipidée par extraction directe à l 'hexane 
reste préoccupante. A en juger par les rësulîats obtenus 
pour le son, pour la farine de coton produite parTRITURAF 
et pour l'échantillon de farine à laquelle nous avons ajouté 
une quantiîe connœ de phytate. il ne semble pas qœ la 
méthode de dosage 5oit à mettre en cause. Par conséquent. 
cette méthode peut ~tre utfüsèe pour suivre tout le proces-
sus de dégradation des phytate,; de la farine de coton par 
une levure. Cependant, il est indispensable de rechercher 
l'origine de la teneur élèvèe en phytates de la farine de 
coton produite par extraction directe à l'hexane. 
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Phytate analysis of a cottonseed flour by liquid chromatography 
C. Marquié. L. Segueilha. G. fvfoulîn. V. Vialetres. P. Galzy 
Abstract 
Theautllors propose a method fortheextraction. anio:1 exchange 
chromatography purification and quant1latlve analysis of inositof 
pl1osphates \IP3 to lPe,l ,1sing t1igh perfGrmance \•.quid 
chromatography (H.P.L.C.J. through ioil pairing on a RP C18 
column. 
This method was used for quami!alive anafysis of phytaies in 
Iwo cottonseed fleurs of different origins and in a bran sample. 
Trie ana!ySiS systemat1ca11y reveafed the existence of IP5 ,:1 
flou r samples { ccuon or bran l and showed a swbstantial difference 
in ir.ositol phosphate contents belween \he two cot\onseed !\ours 
studied. 
The technology used to produce !t1e cottonseed fiot.1r. and the 
varlety of cottonseeds used must greatly effect the pny1ate content 
ot the flours. 
KEYWORDS: collon. bran, flours. phytates content determinatîon, inosîtol phosphates. high performance liqu1d chromatography. 
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Introduction 
Phytic acid occurs in most cereal seeds and some frnits 
and vegetables (OBERLEA,S. 1973 l. In seeds. it often 
occurs in phytin fonn ( a .:;alt of calcium and magnesium in 
phytic acid land represents 60% to 90% ofcotal phosphorus 
1LOLAS and MARIC\KIS, 1975.\. 
Although they are not toxic. phytates: have been ,,,-idely 
~hov;n to have nutritional drav.rbacks. 
An excessive amount of phytic acid in the diet can have 
ad, erse effecrs on mineral balance, since it forms insolu. 
ble complexe-; with copper, zinc, iron and calcium ions at 
a physiologic,ù pH level (GRA.F. 1986: ~OLAN et al.. 
l987i. thereby reducing the bioavailability of these 
minerais. 
Maximum zinc phytate or mix:ed zinc and calcium 
phyrate precipitation is observed at pH 6. which is 
approx.imaœiy the pH in the duodenum. where mostdivalent 
ion absorption takes place, (OBERLEAS. l973l. 
Ltkewise. phytic acid, along with proteins, leads to 
ionic type interactions and a reduction in their so1ub1lity. 
According to WOZENSKI and WOODBURN (L975J, 
the phytic acid content of a glanded cottonseed tlour. a 
glandless cortonseed flour and a flour obtained by air 
dassification i.-1;as 2.86~c. 4.29% and 3.35St respectivdy. 
With a vievv to using cottonseed flour in hyperprotein 
products for young children, we attempted to reduce the 
, ph ytic acid content of cmtonseed t1ours usingan enzymatic 
proœss, 
In parallel witl1 work on producing a yeast with high 
phyrasic activity (LAMBRECHTS, 1989J and a study of 
the fermentation proce~s under.taken by ENS,'\ in 
Montpellier. we developed a quantitative analysis method 
for inositol phosphates using H.P.LC. so as to be able to 
monitor ail stages of the enzymatic process, 
A distinction can be made bet,veen three major types of 
methods for quantitative analysis of phytk acid: direct 
gravimetric. indirect volumetric and H.P.L.C. after a 
purification stage on an anion exchange column. 
The principle of these techniques is as follows. 
Phytates are ex.tracted either by an acid solution 
1 hydrochloric or trichloroacetic), or by enzymatic 
hydrolysis t UPPSTROM and SVENSSON, L 9801. 
The gravimetric and volumetric methods are based on 
theproperty ofphytates totonn a stable, insoluble complex 
\Vith the ferric ion in a solution with acid pH. It is then 
considered that the only source of phosphorus is phytic 
acid, 
[n the direct gravimetric method. the ferric phytate 
predpitate is collected. to detem1ine its phosphorus or 
inositol content after drying and hydrolysis ŒAGHERI. 
1982>-
The indirect volumetric method is carried out by adding 
a knovm quantity of exœss iron chloride solution to a 
solution containing phycates. The concentration of ferric 
ions not pœcipitated by the phytates is determined by 
colorimetric quantitative analysis tL\TTA and ESKIN, 
1980: HOLT. 1955 1. 
To convert the iron or phosphorus content into phytic 
acid. the following conversion ratio is used: Fe:P, 4:6. In 
fact. the 12 hydrogen atoms of the phytic acid can 
theoretically be replaced by 4 forric ions (OBERLEAS and 
HARLAND. 1986!. 
The indirect methods are usually more reproducible 
than direct quantitative analysis of phytic acid, but they are 
liable to erronvhen the phyric acidcontentis low. According 
toSA1IOTUS andSCH\\ThIMER( 1962. inOBERLEAS. 
l 97 [ J. the presence ofreducing <;ubsranœs in the quantified 
5Jmp1e, such as ascorbic acid and chlorogenic acids, which 
reduce ferric ions into ferrous ions. Ieads to overestimation 
of the re5ults obtained with the indirect volumetric method. 
This drawback can be removed by adding a drop of 30% 
perox.ide to the reaction mixture, 
,\.nother major drawback with these methods is that 
othet compounds containing phosphorus are precipitated 
at the same time as the phytic acid. DE BOLAl\lD et al. 
1 l 975 i showed that all IP l to IP6 inositol phosphates fonn 
an insoluble ferric complex. but that the mono- di- and tri-
phosphates do not precipitate quantitatively. 
Anion ex.change chromatographie techniques or high 
performance liquid chromatography (H.P.L.C. J are required 
for determining intermediate ino.,itol phosphate contents 
1IP2 to IP5 ,. 
The first applications of H.P.LC. for quantitative 
analysis of phytic acid ETANGENDJAJA et al.. 1980: 
CAM IRE and CL YDESDALE, 1982: GRA.F and 
DINTZIS. 1982. KNUCKLES et al.. 1982! were carried 
out in reverse phase on a RP Cl 3 column. Detection was 
carried out by refractometry. LEE and ABENDROTH 
i 1983l, SANDEERG and AHDERINNE (1986) and 
SANDBERG et al. 11987 t quantatively analyzed 1P6 
phytic acid and ino;itol phosphate;; IP5. IP-1, and IP3 by 
œv·erse phase ion-pairing. The monophosphate myo-
inositols were determined by H.P.L.C .. but not the 2-5 
inosito1 phooiphates. TI1esè compounds are usua11y separated 
by paperchromatography 1SEQUietal .. 1986) and by ion-
ex.change ,~hromatography ŒARTLETT. 1982). 
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The method v,·e used to analyze inositol phDSphate;; was 
an adaptation üf that Jeçcribed by SANDBERG and 
AHDERINNE ( l 986 ). ft consisted in separating tri-. letra-
penta- and hexaphosphates paiœd \\, ith tetràbuty-
lammonium ions by reverse phase liquid chromatography 
on a RP ClS column after purification on an 10n exch::mge 
column. 
The modifications made to the mechod described by 
SANDBERG and AHDERINNE 119861 were a,,; follo\\,s: 
W e elim.inaced the phycace extract fœezing stage I one 
nighO thatSAND BERG and AHDERINNE 1 1986 i allowed 
for prior to centrifugation. since we found rhat a cenain 
proponion of the phymes could predpitate cold. 
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An1on ex.::hange chromatography carried out to puriiy 
the inrn;itol phosphates was carried out by eluting the 
phytates with 7 times ,4 ml üf 2N hydrochlork add ( almost 
IOrYé extraction I rather than 5 times ..f. ml oCN hydrochlork 
acid 1 aimost 99Cé extraction l. 
\Ve Jid not saturate the stacion::uy phase on the RP C 18 
column with several inji;ctions ofa5µM/ml sodium phytate 
,olution. We added the sodium phyrate directly to the 
mobile pl1;1se. w œach a conœntration of 10 µM. 
·n1i; Cülumn ,;,as therrnostatically controlled at -IO'C 
and ,ve applied a mobile phase flow rate of l ml/min rather 
than O..+ ml/min. 
_Materials and method 
Mate rials 
The sodium phytate used as the standard \\,"as obtained 
from SIGMA I ref: P31681. 
The samples analyzed were as foUmvs: 
- glandlè:ss cottonseed tlour delipidated by directe'<-
traction with heKane <GERDOC Peo.;sa.::1, 
-gossypol-free cottonseed tlour obtained by an extrusion 
process followed by delipidation with hexane I TRITURAF 
factory. Côte-d'Ivoire 1, 
- bran tlour obtained rhrough ENS/\ 1 \fontpe\lien, 
The phytates were purified by anion exchange chroma-
tography on Extra Sep. Sax rr~sin. 500 mg/2.S ml rTouzard 
and Marignon J. 
The H.PL.C. appararus consisted of a Rheodynè injec-
tion valve, a Waters mode! 510 pump. a Merck RP C 18 
colurnn with a partick size of 5 µm r 25 cm ic 0.-16 cm, 
therrnosratically controlled at -IO'C and a Waters modd 
R-10 l refractometer. 
Method 
Phytate extraction 
A test portion of t1our i 0.5 g > was agitated in the 
presence of 20 ml of 0.5 M hydrochloric acid for 3 lwurs 
at arnbient temperature, The mixwre was cemrifoged ac 
15.000 rpm for 15 min. 10 ml of the supemarant liquid 
were taken off. placed in a 250 ml round-bottomed tla~k 
and evaporated to dryœss in a vacuum at a temperature not 
ex.ceeding 40'C. 
Purificatio11 on ion excltange resin 
The dry extract obtained was diluted in 15 ml. rhen 
l O ml. then 5 ml of 0.025 N hydrochloric acid and loaded 
step by step onto the ion exchange re~in_ The elution flow 
rate wa~ maintained at 15 drnps/mîn using a pt:ri-,taltic 
pump. The eluate was not kept. Thè phytates ,vere rhen 
elured with 7 times -1 ml of 2JJ N hydrochloric acid in a 250 
ml round-bottomed flask at a flow rate of 15 drops/min. 
More add \-1,JS added to the reûn as soon as there was no 
liquid on the surface. ,\11 the elution fracrions were 
evaporated to dryness. in a vacuum. at a temperature not 
exceeding --IO'C. 
High Pcrf onnance Liquid Chromatography 
The mobile phase was prepared as follo,vs: 15 ml of a 
--IOC"c tetrabutylammonium hydroxide solution in ,vater 
and 1 ml of a l O mM sodium phytare solution weœ added 
to a iirre of solution consi,ting of 56Cê methanol and44Cé 
0.05M formic :::icid. The pH üf the mobile phase was 
adjusted tü -U ,vith 9N sulphuric add. 
The flo,v rate üf the mobile phase was l ml/min. 
For analysis. the dry extr;1cr. obtained from the 
purification pluse on ion e\'.change resin. was diluted in 
2 ml of the mobile phase \Vithout phytates. The 1iquid ,vas 
then tïltered through 0.25 µm membrane and injected imo 
rhe chromatographie system. 
Extemal calibration ,vas carried out by injecting 
incœa:,;ing concentrations of sodium phytate solutions. 
Expression of results 
We used correction factors that took imo accoum the 
ddector's respon,;e for inositol phosphates given by 
SANDBERG and AHDERINNE ( l986i. These were 
calcubred by deterrnining the inositol ;md phosphûrus 
content of the mobile phase fractions containing the inositol 
pho5phak:s. collected frnm the output of the RP Ci8 
column iH.P.L.C.i. 
The correcriün factor \vas equal to l. l for 
pentaphüsphüinosiwl i IP5 i. to 1. 5 for tetraphosphüinositol 
1 IP -11 and 2.4 for rripho,phoinositol ! IP J ). 
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Results and discussion 
Calibration 
Under tlle experimental conditions desctibed above. 
sodium phytate cornes out afkr l0.9 min (figure n. 
The calibration Une giving the surface of the peak 
corresponding to sodium phyt-1te according to tts concen-
tration in the injected solution passes through the origin. Its 
directing coefficient is equal to 19532.4 (figure J). 
Optimization of inositol phosphate purification by ion 
exchange chromatography 
15 ml of 5 mM c;odium phytate solution ·,vere 
passed through an Extra Sep. Sax anion exchange resin. 
500 mgC .. 3 ml. The flmv rate through the column was 
maintained at l5 drops/min using a peristaltic pump. 
Phytate quantitative analysis was carried out on the first 
duate. drawn off during phytate fixation on the resin. and 
on each fraction of phytate dution, using 2N hydrochloric 
acid. 
Table 1 indicates that all the phytates were retained on 
the resin during the adsorption stage. In fact, no phytate 
ivas detecied in the first eluate. The phytates were then 
totally duted with 7 times 4 ml of 2N hydrochloric acid 
after increa5ing ionic strength. 
The same study carried out with an elution flow rate of 
30 drops/min showed that lO elution fractions of 4 ml of 
2N hydrochloric acid are necessary to elute the phytates in 
their entitety. 
Assessment of inositoJ pliosphate separation by 
determination of capacity factors 
An inositol phosphate mixture wa; prepared from so-
dium phytate by chemical hydrolysis. as follows. 
lOO ml 0f a 5mh1. sodium phytate solution were reflux 
heaœd in 0.5M hydrochloric acid. W-ml samples ,vere 
taken after -l- li2 and 7 hours, evaporated to dryness and 
diluted in 10 ml ofwaterprior to H.P.L.C. analysis. Figure 
2 shows a chromatogram obtained after injecting the 
mixture sampled after 4 l/2 hours' incubation.. 
The capacity factors for inositol phosphates (IP3. IP 4. 
lP5 and IP61. and column selectivity 'Nere as follows: 
Retention time: IP,. 4.26 min k' = l.13 
Retention time: [P ~- 5.84 min k" = l.92 
Retention time: IP5. 7.79 min le"= 2.89 
Retention time: IP6. 10.96 min k" = -!-.48 
The sekctivity. equal to L58 on average. reveals the 
good ~eparation of these compounds. 
Quantitative analysis ofphytates in cottonseed flour 
Table 2 summarizes the results o btained for a cottonseed 
t1our delipidated by direct extraction ,vith hexane 
(GERDOC. Pessaci. 
Analysis of the cottonseed flour systematically revealed 
the presenœ of IP5. at a rate approaching 12% of total 
inositol phosphates. 
These œ,;ults revèal a phytate rate higher than might 
have been expected according to existing litemture. ln 
fact. the phytate percentages. for cottonseed derivatives. 
mentioned by several authors. are nearer 5':"c than 8% 
iWOZENSKiandWOODBURN. l975!. Wealsoanalyzed 
a cottonseed flour produced by goso;ypol-free cottonseed 
kemel extrusion follmved by delipidation with hexane 
iTRITURAFfactory, Côte-d'fvoirei. We determined that 
this flour· s phytic acid content (IP6J- taken at 0% humidity. 
wa-; 4.S t "ê and the inositol pentaphosphate content (IP5) 
was L42t!ë. This value tallies better with that reported by 
WOZENSKI and WOODBURN i 19751 for a gossypol-
free cottonseed tlour (4.l9'êJ. The technology used to 
produœ the cottonseed t1our. and the cotton variety from 
which the seeds were obtained. could have a o;ubstantial 
effect on the phytate content of cottonseed flours. 
T o test the quantitative analysis method. we initially 
analyzed the same Hour cproduced by direct extraction 
with hexaneJ, after adding a known quantity of sodium 
phytate. The results are given in table J. 
111ese refülts show that the quantitative analysis of all 
the phytates added was correct. 
We then analyzed a bran sample. with an estimated 
phytate content of +.55% plus or minus l.OY'.é. Given its 
high starch content. we had to centrifuge the sampk prior 
to passage through the ion exchange re,:;in. H.P.L.C. 
ana[ysis revealed 3.42% TP6 and 0.90~ IP5 in the bran 
sample analyzed. The results were therefore as expected. 
Conclusion 
Quantitative analysis of inositoi tri-, tetra-, penta- and 
hexaphosphatec; i-; pm;ible wilh the SANBERG and 
. .\HDERINNE method (t986). such as 1Ne modified it. 
.Separation of tllese compounds i.:; suœessfully achieved 
with an analysis time not exceeding 12 min. 
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However. the high phytate ,:;ontent dëtected in c0ttonseed 
tlour delipidaced by direct extraction with h.::une rem;:üns 
worrying. Judging from resuhs obtained for bran. rhe 
cotton seèd tlour produœd by TRITURAF and the flour 
sample to which ,,.,·.:: added a known quanitity of phytate~. 
the quamitative analysis merhod doeç nor ~lppear ro be in 
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Joubt. Con,èquenrly. thi;; merhod can be usc:d to monitor 
the entire prvœs, of phytate degradation by a yeast in 
cononseed Hour. Ne\,athdess. it i'> i::ssential to try and 
de[ermine the origin or' the high phytate content of 
cononseed t1our produced by direct extraction with ht!•rnne. 
Analisis de fitatos de una harina de granos de algodonero 
por cromatografîa en fase lîquida 
C. Marquié, L Ségueilha. G. Moulin. V. \ïalettes. P. Galzy 
Resumen 
Los autores proponen un metodo para extraer, plirificar y 
dosificar los inosiwtes fosfatos (IP3 a IP6). La purlflcac1on se 
realiza par cromatografia iniercambiadora de aniones y la 
dosificac:àn par crornatog~afia en lase lîql.i:da de elevada 
eficacia. par apareamiento de iones en co!umna RP C18, 
Los fitatos son dosificados en dos harinas a Dase de granos de 
aigodôn de origenes diferentes y en una rnueslra de salvado. El 
anàlisis revela sisternàticamente la presencia de I P5 en las 
muas:ras de harina (d'? algodon ode salvado) y pone de re!ieve 
una gran diferenc,a del conlenido de inositole,; fosfatos "lntre las 
dos harinas de aigodàn estudiadas, La tecnologia empleada para 
producir la harina de algOdôn. as1 coma la vanedad de las sem1ilas 
de algodcn tratadas. deben tener una fuerza de incldenc,a en 
ai comenido de f!tatos de las harinas. 
PALABRAS CLAVE; algodôn. salvado. harinas. doslficaciones. fitatos. inositoles fosfatos. cromatografia en fase liquida. 
